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ス ル フ ォ ニ ル 尿素剤(sulfo nylur e a s, S U剤)は 肥満イ ン ス リ ン 非依存型糖尿病患者 に おけ る体重増加を助長す る性質を
有す る 一 方 , ピ グア ナ イ ド剤 に ほ逆 に 体重減少効果があ る こ と が報告 されて い る . 両薬剤 の 単独ある い は 併用投与が脂肪蓄積
に 及ぼ す影響を培養脂肪細胞 を用い て検討 した . 飽和状態の 培養 3 T3-L l前脂肪細胞を デ キ サ メ サ ゾ ン , イ ソ プチ ル メ チ ル キ
サ ン チ ソ , イ ン ス リ ソ で 2 日間処理 し分化を誘導す ると 同時に , 種 々 の 濃度の ト ル ブ タ ミ ド, グ リ ベ ン ク ラ ミ ド, ブ フ ォ ル ミ
ソ を単独又 は 併用 で 培地 に 加 え培養 した . Oil Red O染色 に よ り評価 した中性脂肪額粒の 蓄積は トル ブ タ ミ ド, グ リ ベ ン ク ラ
ミ ドで 処理 した 細胞で顕著 で あり , S U剤と ブ フ ォ ル ミ ソ の 併用群で最低であ っ た . S U剤 に よ る分化促進作用 は イ ン ス リ ン の
存在下で の み 認め られ た . 細胞内中性脂肪含量ほ 1 m M トル ブ タ ミ ド, 10〟 M グ リベ ン ク ラ ミ ド処理 に よ り各 々 コ ン ト ロ ー ル
の2.3, 2.6倍 に 増加 した が , 100〃M ブフ ォ ル ミ ン 単独処理 で ほ有意な変化は認め られ なか っ た . ブ フ ォ ル ミ ソ は トル ブ タ ミ
ド, グ リ ベ ン ク ラ ミ ドに よ る 中性脂肪含量 の 増加を各 々 54%, 30% 抑制した . 脂肪 細胞分化 の 指標 と して グリ セ ロ ー ルー 3-リ ン
酸脱水素酵素(glyc erol-3-pho sphate-dehydr oge n as e, G P D H) 活性を ジ ヒ ド ロ キ シ ア セ ト ン リ ソ 酸か ら グ リセ ロ ー ル ー3- リ ソ 酸が
生成 され る過程に お け る ニ コ チ ン 酸ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド(還元型)の 酸化を追跡す る こ と に よ り測定 した . トル ブタ
ミ ド. グ リ ベ ン ク ラ ミ ドは容量依存性 に G P D H活性を 上 昇せ しめ , 各 々 500FL M . 50FL M で 比活性 は最大 に達した . 分化誘
導6 日目に お け る GPD H活性 は 1rnM l} レブタ ミ ド , 10〟M グ リベ ン ク ラ ミ ド処理 に よ り各 々 コ ン ト ロ ー ル の3.5倍 , 3.7倍
に 上昇 した . こ れ ら S U剤 は G P D H活性 を増大す る の み な らず ∴細胞 の 分化誘導過程 をも促進 して い た . ブ フ ォ ル ミ ン は単
独で は G P D H活性 に 有意の 影響を及ぼ さ な か っ た が , 分化 誘導 6日 目 に お け る ト ル ブ タ ミ ド , グ リ ベ ン ク ラ ミ ドに よ る
G P D H活性の 上 昇を各 々 75% , 61% 抑制し た . G P D Hm R N Aに 相補的なオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い た ノ ー ザ ン プ
ロ ッ ト ハ イ プ リザ イ ゼ ー シ ョ ソ で ほ , S U剤は G P D Hm R N Aの 発現を増大せ しめ , これ らは ブ フ ォ ル ミ ン に よ っ て 抑制 され
る こ と が示 され た . 以上 の 結果よ り , 3 T 3-L l細胞 の 分化過程に お い て S U剤は 明 らか な脂肪蓄帝促進作用を示す こ と が わか っ
た . ピグ ア ナ イ ド剤ほ 単独で は脂肪蓄構 に 対 し有意 の 促進ある い ほ抑制作用を示 さなか っ た が , S U剤の 脂肪蓄積促進作用を
著明に抑制 した . 肥満イ ン ス リ ン 非依存型糖尿病 へ の S U剤投与に あた り ピ グ ア ナ イ ド剤を 併用 す る こ とが 有用 で ある 可能性
が示酸され た .
Key w ords sulfo nylu re a, bigu a nide, adipoge ne sis, 3 T3-L Ic ell, glyc erol-3-phosphateq dehydrog-
e n a S e
糖尿病は イ ン ス リ ソ 作用の 不足 に よ る慢性的高血糖 を主徽 と
し, 特有の 合併症 を伴う 一 群の 疾 患であ る . 我 が 国の 糖尿病患
者の 大多数 を 占め るイ ン ス リ ソ 非依存型糖尿病(n o n-irlS ulirl-
depe nde nt diabete s m ellitu s, NI D D M)ほ 膵β細胞 の イ ン ス リ
ン 分泌能力の 低下 と標的艇織の イ ン ス リ ン 作用障害 (イ ン ス リ
ン 抵抗性)が原困 と な り 引き起 こ さ れる も の と 考 え られ て い
る , 肥満 はイ ン ス リ ソ抵抗性を増大す るた め , NIDM の 治療
上 , 肥満 を 伴う場合 は そ の 是正 が 重要な こ と と な るl) . 現在
NIDD M に対する治療薬剤 と して 主 に 2種類 の 経 口 血 糖降下
剤, 即ち ス ル フ ォ ニ ル 尿素剤(s ulfo nylur e a s, S U剤)と ピグア
ナ イ ド剤(bigu a nide s) が用 い られ て い るが , S U剤で は時に 肥
満の 助長 とい う治療上好ま しくない 効果を認め る こ と がある .
一 方 , ピ グ ア ナ イ ド割に ほ逆 に 体重減少効果があ る こ と , また
は少く とも体重を増加 させ る こ と なく血糖 コ ン1ト ロ ー ル を改善
しうる こ とが 報告 されて い る2 卜6). しか しな が ら両 薬剤の 体重
調節 に 及ぼ す効果の 違い が どの 様 な作用機序の 差異に基づくか
に つ い て 検討 した 報告ほ今の と こ ろ ない . 今回 , S U剤及びピ
グ ア ナ イ ド剤が 脂肪阻織の 代謝 に 及ぼす効果の 一 端を明 らかに
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S U剤 と ピ グア ナ イ ド剤 の脂肪細胞分化 へ の 影響
する目的で , 脂肪蓄積や肥満の 機序を細胞 レ ベ ル で検 討す る上
で有用な実験 モ デル で あ る培養 3 T 3-Ll 前脂肪細胞
7)を 用い て ,
両薬剤が 脂肪細胞の 分化に 与え る影響を検討 した .
材料 および方法
Ⅰ . 試 薬 類
[r-32p] AT P(比活性3000 Ci/m m ol)ほ ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ バ
ソ(東京)か ら購入 した . これ 以外の 試薬 で特 に 記載 の ない もの
はい ずれも和光純薬(大阪)の 製品を用い た .
Ⅱ . 細胞培養
マ ウス 線維芽細胞由来 の 3 T 3-Ll前脂肪細胞(国立衛生研究
所より供与) を各穴が 35m m 径の 6穴 プ レ ー ト (Co star 社 ,
Ca mbridge , U S A)に 50 00細胞/cm2 の 密度 で播種 し, 10% 牛胎
児血清(GIB C O社 , Ne w York, U S A), 100 U/ml ペ ニ シ リ ン ,
0.1mg/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ソ (GIB C O社) を含む Dulbe cc o
改変 Eagle 培 地 (Dulbe cc o
'
s m odified Eagle m ediu m,
D M E M)(GIB C O社) に て培養 した . 飽和 状態 (c o nflu e n c e) に
達した後 , 0. 5m M デ キ サ メ サ ゾ ン (de x a m etha s o n e) (Sigm a
臥 St. Lo uis, U S A), 0.25m M イソ プ チ ル メ チ ル キ サ ン チ ン
(isobutylm ethylx a nthin e)(Sigm a社), 10pg/ml ブタ イ ン ス リ ソ
(Sigm a社) に て 分化 を誘導 し, 2日後 に 1 0J唱/ml イン ス リ ン
を含有する培地に交換 し, 以後 2 日毎に 培地を交換 した . 分化
誘導と同時に ト ル ブ タ ミ ド(tolbutami de) (Ho e chst 社 , W est
Germ a ny), グ リ ベ ン ク ラ ミ ド(glibe n cla mide)(Ho e chst社), あ
るい は ブフ ォ ル ミ ソ(bufor min)(小玉 , 東京) を 単独又 は 併用で
加え, さら に 4 から6 日 間培養 した .
Ⅲ . 細胞内中性脂肪の染色
蓄積した細胞内中性脂肪(triglyc eride, T G) 顆粒を Oil Red
O 染色8りこよ っ て観察 した . 10% ホ ル マ リ ン/カ ル シ ウ ム , マ グ
ネシ ウ ム 不含 燐酸緩衝生理食塩水 (c alciu m- m agn eSiu m fr ee
phosphate buffer ed s alin e, CM F-P B S) で 細胞 を 固定 し た .
0･5% Oil Red O/イ ソ プ ロ ピル ア ル コ ー ル 溶液 と蒸留水を 3 :
2の 割合で混合 し約10分間室内放置 した 後 に W hatm a nNo. 1
フ ィ ル タ ー で 濾過 した染色液を固定 した細胞 に 加え 約1 時間染
色し, 蒸留水で洗浄 し風乾 させ た .
Ⅳ . 細胞内中性脂肪の定量
細胞内 T G ほ市販 の TG 測定用 キ ッ ト で ある リ ビ ド ス ■ エ ー
ス (東洋紡 , 大阪)を 用 い 酵素比色法g)に よ り定量 した . すな わ
ち各デ ィ ッ シ ュ の 細胞を.0.5 血 の P B Sと ともに セ ル ス ク レ イ
パ ー (Costar社) で 剥 離 , 回 収 し , 超 音 波 ホ モ ジ ナ イ ザ ー
(To myseiko, 東京) で細胞を破壊する こ と に よ り T Gを 遊離
し, リボ プ ロ テ ィ ソ リ パ ー ゼ , グ リ セ ロ
- ル キ ナ ー ゼ , グ リ セ
ロ リン 酸オ キ シ ダ ー ゼ 処理 に よ り生成 され た 過酸化水素 を ペ ル
オキシ ダ ー ゼ の 作用で むア ミ ノ ア ン チ ピ リ ン とN- エ チ ル N-(3-
ス ル フ ォ プ ロ ピル)- m - ア ニ シ ジ ン を酸化縮合 させ , そ の 際 に 生
じたキノ ン 色素を 540n m に お ける吸光度 を測定す る こ と に よ
り定量 した .
Ⅴ ･ 細胞内 G P DIl活性の測定
脂肪合成能の 指標 と して グ リ セ ロ ー ル ー3-リ ソ 酸脱水素酵素
(glyc eroト3-phosphate-dehydr oge n a se, G P DH) 活性を Koz ak ら
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の 原法10)を 一 部 改変 した 方法を用い て測定 した . 各デ ィ ッ シ ュ
の 細 胞 を 冷 C MF-P B Sで 洗 い , 0. 6ml の 25m M Tris-1m M
E D T A(ethyle n edia min etetr aa c etic acid) 緩衝液(pH 7.5)を 加
え , セ ル ス ク レイ パ ー で細胞を剥離 し , 1.5ml マ ル チ リ ュ ー プ
チ ュ ー ブ(フ ナ コ シ , 東京)に 回収 し氷上 に 置く . 超音波ホ モ ジ
ナ イ ザ ー で細胞を壊 し, 12,800×g, 4 ℃ で5 分間遠心す る. 得
られ た 上清液を別の 1.5ml マ ル チ リ ュ ー プ チ ュ ー ブ に 移 し ,
- 70 ℃ で保存 した . ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 溶液 (0. 5 M ト リエ
タ ノ ー ル ア ミ ン , 1 0mM EDTA , 10m M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー
ル
, PH 7.5, H Clで 調整)100pl, 5mM ジヒ ド ロ キ シ ア セ ト ン リ
ソ 酸 (dihydro xyac eto n epho sphate, D H AP)200FLl. 0 .5m M ニ
コ チ ン 酸ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レオ チ ド(還元型) (nicotin a mi-
de ade nin edin u cleotide-redu c ed, N A D H)400plを 調合 した後 ,
最後 に 粗酵素液 30恥1を 加え , 25 ℃で 反応 させ た . グ リ セ ロ ー
)L/ -3- リ ソ 酸(Glyc or oト3-Pho sphate , G-3-P)と ニ コ チ ン 酸 ア ミ ド
ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド(nic otin a mide ade nin ed inu cle otide,
NA D)が生成 され る過程で の N A DH の 減衰を 340n m に おけ る
吸光変化量を指標 と して 測定 し, 蛋白量1 m g あた りの 比 活性
と して 求 め た . す な わ ち 比活性 (u nits/m g)= 反 応 液 中 の
N A D H量 (100nan o m oles)×340n m に お け る 吸 光変化 量
(△ O D340)/1.25/反応時間A t(m in.)/タ ン パ ク 量 (m g).
Ⅵ . 細胞の 蛋白丑の定量
超音波 ホ モ ジ ナ イ ザ ー で 緩衝 液 と と も に 細胞 を 壊 し ,
12,800× g, 4 ℃で 5分間遠心 し, 得 られた 上清液 の 蛋白量を市
販 の 蛋白定量 キ ッ ト B C A Pr otein Ass ay Re age nt(PIE R C E
社 , Ro ckford, U S A) を用 い て定量 した .
Ⅶ . 全 R N A の抽出ならびに ノ ー ザ ンプ ロ ッ トハ イ プリダイ
ゼ ー シ ョ ン (No rthe r nblot hybridiz &tio n) 法
25c m
2
(50ml) 組織培養フ ラ ス コ (Costar社)に播種 し飽和状
態 に 達 した 後, 前述 の ごとく に各種薬剤 で処理 した細胞か らチ
オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン ー フ ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム (a cid
gu a nidin u m thio cya n ate-phe n ol-Chlor ofor m) 法11) に よ り 全
R N Aの 抽 出 を 行 い , 得 ら れ た R N A量 は 分 光 光 度 計
(Be ckm a n社 , Fuue rto n, U S A)を 用い て 260n m の 吸光度を測
定 し , 1 0 D= 40鵬/ml と して算出 した . 1 レ ー ン 当た り 2恥g
の 全 R N A を 2.3 Mホ ル ム ア ル デ ヒ ドと50%ホ ル ム ア ミ ドの 存
在下に 65 ℃ で15分間加温 し変性させ た 後 , 0.66 Mホ ル ム ア ル デ
ヒ ドを ふく む 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル を用 い て 電気泳動 した . 次に
紫外線 トラ ン ス イ ル ミ ネ ー ク ー 上 で 臭化羊 チ ジ ウ ム 染色 された
2 8S, 18Sの リ ボ ゾ ー ム R N Aの バ ン ドを 確認後 , 20×s odiu m-
S Odiu m citrate(S S C)(1×S S C:3 M 塩化ナ ト リ ウ ム , 0.3M ク
エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム) を ブ ロ ッ テ ィ ン グバ ッ フ ァ ー と し て こ ト ロ
セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー (ア マ シ ャ ム ･ ジ ャ パ ン , 東京)に ト ラ ン
ス フ ァ ー を 行 っ た . 次に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー を80 ℃ で
4時間加熱 して R N Aを 固定 し, プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ
液(50% ホ ル ム ア ミ ド, 5 ×S S C, 0.1% ドデ シ ル 硫酸ナ トリ ウ
ム (s odiu rndode cyl sulfate , S D S), 5 × デ ン ハ ル ト液 . 20 0
JJ g/mi 熱変性超音波処理サ ケ 精子 D N A) 中で37 ℃, 3時間イ
ン キ ュ ベ ー ト した . そ の 後 [γ - ユ2P] A T Pを 標識基質と し て
T4 ポ リ ヌ ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ (宝酒造, 京都) を用い て 5t 末
dinucle otide-r educ ed; NID DM , nO n-in sulin-depe nde nt diabete s m ellitus;P B S,
･
phosphate buffered s alin e;P E P,
phosphoen olp yruV ate; P K, p yru V ate kin as e; S DS, S Odiu m dodecyl s ulfate; S S C, S Odiu m-S Odiu m citr ate; S U,
S ulfo nylurea s; T G, triglyceride
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端標識 した プ ロ ー ブ を加 え , 3 7 ℃, 1 6時 間 ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を行 っ た . プ ロ ー ブは Irela nd ら-2)に よ り決定 され た マ
ウ ス G P D H遺伝子配列の 第608 か ら第637塩基 に 相補的 な オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド (5
'
-GAT G T C T TCC T C A A A C A C C C A C A T G-
G T C A C-3
'
)を 作成す る こ とに よ り得た . 終了後 フ ィ ル タ ー を
3 ×SS C, 0.1% SD Sで室温 に て 30分間洗浄 し , さ ら に 0.1×
S S C, 0.1% S D Sで37 ℃に て30分間洗浄 し, ⅩA R-5 フ ィ ル ム
(コ ダ ッ ク 社 , Ro chester, U S A) を 用い て-80 ℃に て オ ー ト ラ
ジオ グ ラ フ ィ ー を行 っ た .
Ⅷ . 堵地中の ブ ドウ糖 の定量
脂肪細胞の 糖 の 取 り込み の 指標 と して 分化誘導 4 日目 に 培地
を交換後24時間に お ける培地中の ブ ドウ糖の 消費量を富士 ド ラ
イ ケ ム ス ラ イ ド G L U-W(富士 フ ィ ル ム , 神奈川) に よ り定量 し
た .
Ⅸ . 細胞内 ピル ビ ン酸キ ナ ー ゼ活性の 測定
ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ (pyr u v ate kin a se, P K) 活性は Be utler
ら の 原法13) を 一 部 改変 した 方法 を用 い て 測定 した . 各 デ ィ ッ
シ ュ の 細胞 を冷 CMF-P B S で洗 い , 0.2rnlの 1 M Tris-H Cl緩
衝液(pH 7.6) と 0.4ml H20 を 加 え , G P DH 測定時 と同様の 処
理 を 行 っ た . 0 . 1M MgCl2 1 00JLl, 1 M K C1100FLl, 1 M
Tris-H Cl緩衝液 50J∠l, 2 m M N A D H lOOiL , 50m M ホ ス ホ ェ
ノ ー ル ピ ル ビ ソ 醸(pho spho e n olpyr u v ate , PE P)1 00pl, 30m M
A D P50FLl･ 60 U/ml乳酸脱水素酵素 100pl, H20 250β1を調合
した 後 , 最後 に 粗酵素液 1 5恥1 を加 え , 25 ℃で反応 させ た
. ピ
ル ビ ン 酸(pyr u v ate) と A T P が生成 され る過程 で の NA D Hの
減衰を 340n m に おけ る吸 光変化量を指標と して 測定 し , 蛋白
量 1 mg あた り の 比活性 と して 求め た ･ すな わ ち比活性(u nits/
m g)= 340n m に お け る 吸光変化量 (△ O D3 40)×1 000/12.6
(N A D Hの 分子吸光係数6･3 × 2)/反応時間△ t(min･)/酵素量
(〃り/蛋白量(m g).
X . 統計学的処理
成熟 ま平均値士標準誤差で示 した ･ 得 られた デ ー タ の 2群間
の 有意差判定に ほ 対応の な い t検定 を用 い , P値が0.05未満の
場合 に 有意差あ りと 判定 した .
成 績
Ⅰ ･ S U斉りおよびブフ ォ ル ミ ン が細胞内 T G含量 に与える影
塑
分化 した 細胞内に 蓄積 した TG を形態学的 に 評価するた めに
分化誘導開始 6 日後の 細胞に お ける T G顆粒 を Oil Red Oを用
Fig.1. Lipida c c u m ulatio n as s es sed by Oil Red Ostaining. Co nflu ent 3 T 3-Llpr e adipo cytes(pr e) w er eindu c ed to
by tr e atm e nt with O.5m M de x a m etha so n e, 0.25m M is obutylm ethylx a nthin e a nd l OFLg/ml in s ulin for tw odays, a nd the n with
lOp g/ml ins ulin (C- C O ntrOI c ells)･ At the tim e of indu ctio n･ 1 mM tolbuta mide (T)･ 10pM glibe n clami de (G) a nd/orlOpM
buformin (B) w ere ad ded along with the in du c er s･ On the 6th day, C ell? W erefix ed with fo r m aldehyde and the n stain ed with
Oil Red Oa sdes cribed in Mate rials a nd M ethods. T + B, tOlbutami de plu sbuformin; G + B, glibe n cla mide plu sbufor min ･
S U剤 と ど グ ア ナ イ ド剤の 脂肪細胞分化 へ の 影響
いて染色 した (図1). 分化誘導前の 細胞(pr e)で は T Gの 染色
が認め られ な い の に 対 し , デ キ サ メ サ ゾ ソ , イ ソ プ チ ル メ チ ル
キサ ン チ ン , イ ン ス リ ソ に て分化を 誘導 し , 2日後 にイ ン ス リ




























Fig. 2. Effe cts ofs ulfo nylur e a s a nd buformin o nintr a c ellul-
artriglyc eride (T G) c o nte nt of 3 T 3-Ll adipo cyte s. T he
Ce11s w er etr e ated a s des cribed in the lege nd of Fig. 1.
T he c ellular T Gc o nte nts w er equ a ntitated e n zym atic a11y
as des cribed in M ate rials a nd Methods. The v alu es
repre se nt the m ea n士S E Mofthr e eindepe nde nt cultur e sin
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0 50 1 00 15 0 8ubr min (〟 M)
Fig･3･ Dos e-depende nt effe cts of s ulfo nylur e a s a nd bufor-
min o n glyc er oト3-phosphate dehydr oge n as e(G P D H)
activities. Co nflu e nt 3T 3-LI c ells w er eindu c ed t｡
differ e ntiate by tr e atm ent with O.5m M de x a m etha s o n e,
0･25mM isobutylm ethylx a ntin e a nd l OFLg/ml in sulinfortw ｡
days, a nd the n with lOpg/ml in s ulin . At the tim ｡ ｡f
induction, V ario u s c o n c e ntr atio n s
.
of tolbutami de (◎),
glibenclami de (○) or buformin (□) w er e ad ded. GPDH
activities w er edeter min ed by the initial r ate of N A DH
OXidation in the c onver sio n of dihydr o xya c eto n ephosphate
to glyc erol-3-pho sphate o nthe 6th day afte rtheindu ction
Ofdiffer entiatio n･ On e u nit of e n zym e a ctivity c orr espo nds
to the o xidatio n of ln m ol of NA D Hper min ute. T he
res ults w e r占 e xpr es s ed a s milliu nits (m U) per mi 11igr a m
protein･ T he v alu es r epr e se nt the m e a n土SE M of thr e e
independe nt c ultur e sin duplic ates.
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コ ン ト ロ ー ル) で は T G顆粒が コ ロ ニ ー を 形成 して 染色 され
た . T G顆粒の 蓄積ほ ト ル ブ タ ミ ド, グ リ ベ ン ク ラ ミ ドで 処理
した細胞 で コ ン ト ロ ー ル に 比 し顕著 で あ っ た . トル ブ タ ミ ド,
グ リ ベ ン ク ラ ミ ドに よ り促進され た T G額粒 の 蓄積は ブフ ォ ル
ミ ン の 併用 に よ り抑制 され た . なお イ ン ス リ ン 非存在下で は各
群とも T G顆粒の 蓄積 はほ と ん ど認め られ なか っ た た め , 以下
の 実験 はす べ て イ ン ス リ ン の 存在下 で 行 っ た .
つ ぎに 細胞内に 蓄積 した T G を定量的に 評価す るた め に 細胞
よ り T Gを遊離 し酵素法に よ り測定 した . 細胞 内 T G含量 は †
ル ブ タ ミ ド, グ リ ベ ン ク ラ ミ ド処理 に よ り各 々 コ ン ト ロ ー ル
137.4 士12.5/∠ g/デ ィ ッ シ ュ の2 .3, 2. 6倍 に 増加 L た が, ブ
フ ォ ル ミ こ/単独処理 で は 有意な変化 は認 め られ な か っ た . ブ
フ ォ ル ミ ソ は ト ル ブ タ ミ ド, グ リ ベ ン ク ラ ミ ドに よ る T Gの 増
加を 各 々54%, 30% 抑制した (囲2).
Ⅲ . S U剤お よびブフ れ ル ミ ンが細胞内 G P D H活性 に与え
る影響
脂肪蓄積 の 扱序を探 るた め , 解糖系と グ リ セ ロ ー ル 合成系と
の 分岐点に 位置する酵素 で ある G P D Hの 誘導 に 与え る各薬剤
の 影響を検討 した . G P D H は D H A P と N A D Hを 基質 と して
G-3NP と N A Dが生成さ れ る過程を触媒 し , 中性脂肪合成の 最
初の ス テ ッ プ に 位置する . 分化誘導開始6 日目に お ける検討 で
2 4 6 8 1 0 1 2
Day$ aft¢rindu ct ねn
Fig. 4. De v elopm e nt of glyc er ol-3-Phosphate dehydr oge n a s e
(G P D H) activitesin the pr e se n c e of s ulfo nylur e as a nd
bufor min . Co nflu e nt 3 T 3-LI c ells w er eindu c ed to
differe ntiate asdescribed in M ate rials a nd Methods. Fr o m
the tim e of indu ctio n, the ce11s w er e m aintain ed in the
rn ediu m c o ntainirtg re agents a sfolo w s :一⑳, n O addito n s;
闇, 1m M tolbutami de; □, 10FLM glibenclamide; ○, 100FEM
bufor min . Cuitu r es w er e r efed thr e etim e s a w e ek. The
V a_lu es repr es e nt the m e a n士S E M of thr e eindepe ndent





















2 4 6 8 1 0 1 2
Days afterindu ctio n
Fig.5. Effe cts of bufor min o n the glyc er ol-3-phosphate
dehydr oge n as e(G P D H)a.ctivitie s stim ulated by s ulfo nylu r e
-
as. Fro mthe tirn e of indu ctio n, the ce1s w er e m aintain ed
inthe m ediu m c o ntain ing r e age nts a sfollo w s_
: ○ , 1m M
tolbutami de; ○, 1m M tolbuta mide and l OOFLM-bufo r min;
ヨ, 10pM glibe n clami de;口, 10FLM glibe n cla mide a nd l OOJJM
bufo r min . Cultu re s w e re r efed thre etim e s a w e ek. T he
V alu e s repr e se nt the m e a n±S E Mof thr e eindepe nde nt






















Fig.6. Effe cts of s ulfo nylure a s a nd bufor min o n the
glyc er ol-3-pho sphate dehydr oge n as e(G P D H) a ctivitie s in
3 T 3-L ladipocytes. Fr o mthe tim e of indu ctio n, the c ells
W er e rnaitained in the m ediu m c o ntaining lm M tolbuta-
mide, 10FLM glibe n cla mide, a.nd/or lOOpM bufo rrpin.
Cultu r e s w e re r efed thr e etim e s a.w e ek. G P D Hactivities
w er edete rmined a sde scribed in Mate rials a nd Methods
･ on the 6th day after■theindu ctio n of differ e ntiatio n. T he
r esults w er e e xpre ss ed a s mi11iu nts (m U) per mi 11igra m
pr otein. T he v alu e s r epre s e nt the m e a n士S E Mof fo u rto
eight r eplic ate c ultu r esin duplica.te s. *, P < 0. 1.
は 図 3の ごと く トル ブ タ ミ ド, グ リ ベ ン ク ラ ミ ドは 容量依存性
に G P D H活性を 上昇 せ しめ , 各 々 500pM , 50pM で 比括性ほ
最大に 達 した ･ 一 九 ブ フ ォ ル ミ ン に よ る G P D H活性の 上昇ほ
軽度であ っ た .
経時的変化の 検討 で は , G PD H活性は 1m M トル ブタ ミ ド,
10〟M グ リベ ン ク ラ ミ ドに よ り 4 日 目 よ り上 昇 し , 各々 6日日
で ほ ぼプ ラ ト ー に 達 して お り , こ れ は コ ン ト ロ ー ル よ りも早期
であ っ た . す なわ ち S U剤は G P D H活性 を増大す るの みなら
ず, 細胞 の 分化誘導過程をも促進 して い た . 1 0恥M ブフ ォ ル ミ
ソ に よ る G P D Hの 増加 は コ ン トロ ー ル と 比 べ 有意で は なか っ
た ( 図4).
トル ブ タ ミ ド, グ リ ベ ン ク ラ ミ ドに よ り 刺激 され た G PDH
活性は ブ フ ォ ル ミ ソ の 添加 に よ り抑制 され , そ の 抑制率ほ釧ヒ
誘導 4日後で トル ブ タ ミ ド, グ リ ベ ン ク ラ ミ ド各 々 89‰ 83%
と最大 で あ っ た (園5).
分化誘導 6 日冒に お け る G P D H活性 は 1 m M トル ブタ ミ
ド, 1 0/上M グ リ ベ ン ク ラ ミ ド 処 理 に よ り各 々 コ ン ト ロ ー ル
601. 4 士26.8m U/m g 蛋 白の 3.5倍 , 3 . 7倍 に 上 昇 し た が,
100J上M ブフ ォ ル ミ ソ の 併用 に よ り各 々 75% , 61% の 抑制を認
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Fig.7. Tim e c o ur s e of the a c c u m ulatio n of glycer ol
-3-phos
-
phate dehydroge n a s e(G P D H) m R NA in the pre se n ceOf
s ulfo nylu re a s. Fr o mthe tim e of indu ctio n, the c eIIs w ere
m aintained in the rn ediu m c o ntaininglm M tolbuta mide or
l OJIM glibe n clami de. Total c euular R N Aw a sis olated
bya cidgu a nidin u mthio cya n ate
-Phe n oトcblor ofor m e xtr action
asde sc ribed in M aterials a nd Me丈hods. Tw e nty microgr
･
a m of total R N Aw a s subje cted tol % for m aldehyde-agar
-
os e gel ele ctr ophor esi a nd tra n sfer ed to a piec eOf
nitr o c ellulos efilte rfor hybridiz atio n with oligo n u cleotide
cD N Apr obe to m o u s eG P D Hm RN A･ Arr o w sindicateth
e
r elative migratio n of 2 8Sa nd 18 S R N As r u n o nthe sa m
e
gel. UV tra n si11u min atio n de m o n str ated equalqu a ntit
ies
of R N Aap plied to the ethidiu m br omi de stain ed agar
oSe
gel(lo w er).
S U剤 と ビ グア ナ イ ド剤の 脂肪細胞分化 へ の 影響
めた.
一 方ブ フ ォ ル ミ ン 単独 で ほ G P D H活性 の有意 の 抑制 は
認められ な か っ た (図6)･
Ⅲ . SU 斉Ijお よびブ 7 ォ ル ミ ン が G P D Hm RNA 発現に与 え
る影響
GP D Hの 遺伝子発現 に 与え る各薬剤の 影響を検討す るた め ,
GP D HmRN Aに 相補的な オ リ ゴ 革 ク レ オ チ ドプ ロ ー ブを 用 い
て ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を 行 な っ た (図
7, 図 8). Spiegelm a nら
14)ほ 3 T 3脂肪細胞に お け る G P D H
mRN Aの 長さが3500塩基対である こ と を 報告 して い る . 今回
28S R N A と 18S R N Aの 間に 認め られ た 18S R N Aに 近接 し
たバ ン ドはほ ぼ こ の 大 きさ に 相当 し, G P D Hm R N Aと考 え ら
れる. 未分化 な 脂肪細胞(day O), 分 化誘導直後 の 細胞 (day
2)に おい て ほ G P D Hm R N A ほ発現 して い な か っ た . 分化誘導
4 日目に は コ ン ト ロ ー ル に お い て G P D Hm R N Aの 発現 を 認
め, トル ブ タ ミ ド, グ リ ベ ン ク ラ ミ ドと ともに イ ン キ エ ペ ー ト
した細胞で は そ の 発現が 著 しく増大 した . 4日 目と 8 日 目 で ほ
その発現の 程度 に 差ほ な く , G P D Hm R N Aの 発現は 4 日目以
前に プラ ト ー に 達す るもの と 思わ れ る (図7). 分化誘導 4 日 目
C B T T G G
+ +
B B
28S - ■ -
18S → ■-
Fig･ 8･ Effects of s ul王o nylur e a s a nd/or bufor min o nthe
ac c um ulatio n ofglyc er ol-3-pho sphatedehydr oge n a se(G P D H)
mR NA- Fro m the tim e of indu ctio n, the c ells w er e
m aintain ed in the m ediu m c o ntaining lm M tolbuta mide,
10pM glibe n cla mide and/or lOOiLM buformin. On the
4th day, tOtal R N Aw asis olated by a cid gu a nidin u m
thio cya n ate-phe n oトchlorofor m e xtra ctio n, and an alyz ed by
Norther nblot hybridiz atio n u sing oligo n u cle otide cD N A
probe to m o u se G P D Hm R N Aa sdes cribed in
and Methods･ Arr o w sindic ate the r elativ e migr atio n of
28Sa nd 1 8S R NAs r u n o nthe s a m egel. U Vtr a n sillu mi-
n ation de m o n strated equalqu a ntities of R N Aap plied to
the ethidiu m br o mide stain ed agaros egel(lo w er).
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に お け る 検討 で ほ ト ル ブ タ ミ ド , グ リ ベ ン ク ラ ミ ドに よ り
G P D Hm R N Aの 発現は コ ン ト ロ ー ル に 比 し増大 して お り , ブ
フ ォ ル ミ ン に よ っ て それ らの 発現は抑制 され た ( 図8).
Ⅳ ･ SU 剤および ブフ ォ ル ミン が 細胞の生存度 (viability) に
与える影響
各薬剤が細胞の 生存度に 与える影響 を評価する ため 細胞 の 蛋
白量を定量した (図9 , 図10). トル ブタ ミ ド, グ リ ベ ン ク ラ ミ
ド, ブフ ォ ル ミ ン 単独又 は併用 に よ り細胞の 蛋白量に ほ大きな
影響を及ぼ さな か っ た . ト ル ブ タ ミ ド, グ リ ベ ン ク ラ ミ ドが
G P D Hの 誘導を促進 し, ブ フ ォ ル ミ ン が そ れ らを 抑制 して い る
条件下で の 脂肪細胞 の 糖取 り込み に 与え る 各薬剤 の 影響を検討
す るた め 分化誘導4 日目に 培地を交換後24時間に お ける培地中
の ブ ドウ糖 の 消費量を測定 した 結果を図11に 示 す . トル ブ タ ミ
ド , グリ ベ ン ク ラ ミ ド, ブフ ォ ル ミ ソ 処理 に よ り ブ ドウ糖の 消
費量ほ コ ン ト ロ ー ル 3.8 9 士0.12m g/デ ィ ッ シ ュ に 対 し各 々
85% , 130‰ 42%の 増加を認め た . ト ル ブタ ミ ド , グリ ベ ン ク
ラ ミ ドに よ り処理 した ブ ドウ糖の 消費量ほ ブ フ ォ ル ミ ン の 併用
に よ り各 々 34タ` , 柑% 抑制され た .
Ⅴ ･ S U剤お よびブフ ォ ル ミン が 細胞内 P K活性に与え る影
響1
さ らに 同様の 条件下 で グ リ セ ロ ー ル 合成弟分岐後の 解糖系の














4 6 8 10 12
Days afte rindu ctio n
Fig. 9. Influ e n c es of s ulfo nylu re a s a nd buformin o n the
C e=ularpr otein c o nte nts. Fr o mthe tim e of inductio n, the
C ells w ere m aintin ed in the m ediu m c o ntainlng r e age ntS
a sfouo w s :◎. n o ad dito n s; 醐 1m M toLbuta mide = コ10pM
glibe n cla mide; ○, 1 00FLM bufor min . Cultu r es w ere r efed
thre etim es a we ek. On the 2, 4, 6, 8 a nd l Oth day of
indu ctio n of differ e ntiatio n, C euular protein w asqu a ntitated
a s des cribed in M aterials and Methods. T he v alu e s











2 ヰ $ 8 10
Day$ 8什o rindu ctio n
Fig.1 0. Influ en c e s of bufo rmin o n c elluIar pr otein c o nte nts
tr e ated with s ulfo nylur e as. Fro m the tim e of indu ctio n,
the c ells w e re m aintin ed in the m ediu m c o ntaining
r e agents a sfollo w s :● . 1m M tolbutamide; ○ , 1m M
toIbutarnide a nd lOOpM bufo rmin; M lOFLM glibe n cla mide;
□ , 10FLM glibe n cla mide and lOOiEM bufor min. Cultu re s
W er e r efed thre etim e s a w e ek. On the 2, 4, 6, 8 a nd
lOth day of induction of diLfer e ntiatio n, C e11ula r protein
W aSqu a ntitated asdes cribed in Mate rials and Methods.
T he v alu es r epr e se nt the m e a n士SE M ofthr e eindepe nde-




























Fig･1l. Effe cts of sulfo nylu r ea,S a nd buformin on the
glu c os e c o n s u mptio n of 3 T3- Lladipocyte s. Fr o mthetim e
Of indu ctio n, the c ells w erem aintain ed in the m ediu m
C O ntaining lm M tolbutami del 1 0pM glibe n clami de･
.
a nd/o r
lOOpM bufo r min . Cultur e s w ere rfed thr e e tl m e S a
We ek･ On the 4th day afterindu ctio n of differe ntiatio n,
glu c o s e con s umptio n du ring 24 ho ur s w a sdetermin ed a s
de scribed in Matc rials a nd Melhods. Allv alu e s r epre s e nt
the m e a n土S E Mofthre eindepende nt c ultu r esin duplic a-
te s, * , P < 0. 1.
A T Pが生成 され る過礎を触媒する P K活性 を測定 した
. PR
に よ っ て 触媒 され る反応 ほ生理的 に ほ 非可逆的である とみなさ
れ て お り , 酵素活性 の 上 昇 は解糖系の 促進 を反映 して い るもの
と考え られ る ･ トル ブ タ ミ ド , グ リ ベ ン ク ラ ミ ド処理 に より
PK 活性 は コ ン ト ロ ー ル 14. 2土0. 7U/皿 g 蛋 白 に 対 し各々
101% , 107% の 増加を認め た ･ ブ フ ォ ル ミ ン 単独 で ほ P K活性
に 優位に 影響 を与 えな か っ た が , トル ブ タ ミ ド, グ リ ベ ン クラ
ミ ドに よ り増大 した P K活性は ブ フ ォ ル ミ ン の 併用 に よ り各々
44%, 40% 抑制され た (囲1 2).
考 察
マ ウ ス 線維芽細胞由来の 3 T 3 ⊥1前脂肪細胞は飽和状態に達
した後脂肪細胞 に 分化 し , 細胞質内に 脂肪滴を蓄積する性質を
有 して い る ･ さらに そ の 分化 ほ種 々 の ホ ル モ ン に よ っ て修飾さ
れ る こ とか ら脂肪蓄帝 や肥満 の 機序を細胞 レ ベ ル で 検討する上
で有用な実験モ デ ル で ある こ と が知 られ て い る丁】 . 肥 満ほ , 基
質 の 過剰供給に よ る蘭肪細胸 の 肥 大の み な らず , 同時 に 前脂肪
細胞の 分化促進に よ る脂肪観織 の 過形成 も生 じる こ と に よ り形
成 され , 持続 する こ と が考えられ て い る1引. 脂肪細胞 の 代謝を
試験管内で 研究す る に あた り , 単離脂肪細胞 の 初代培養系を用
い た 実験系 で ほす で に 分化 した 細胞が さ らに脂肪 を蓄積して肥
大 して い く過程 に おけ る変化を み る こ と ほ 可能 で あるが過形成
の 過程 は検討 で き な い . こ れ に 対 し培養 3 T 3-L l細胞は脂肪細
胞の 分化 の 段階か ら観察 で きる こ とか ら , 脂肪細胞の 肥大の み
な らず過形成 の 過程をも検討可能 な系 と考 え られ , 肥満の そデ
ル と しては よ り適 して い る もの と 思わ れ る . そ こ で 今 回 , SU
剤お よ び ピ グ ア ナ イ ド剤が脂肪範織 の 代謝 に 及 ぼす効果の 一 端
を 明らか に す る目的 で , こ の 培養脂肪細胞を用 い て 両薬剤の脂


















Fig.1 2. Effe cts of s ulfo nylu r ea s a nd bufor min o nthe
p yru V ate kin a s e(P K)a.ctivite sin 3 T 3- Lladipo cyte s. Frorn
the tim e of indu ctio n, the c ells w er e maintain ed in the
rnediu m c o ntaining lm M tolbutami de,1 0pM gliben cla mide.
a nd/orlOOFLM buformin . Cultur e s w e re refed thre etim es
a w e ek･ PK a ctivities w er edetermin ed by the initialrate
Of N A D Ho xidatio nin the c o nv ersio n of pho spho e n oIpyru
■
v ate to p yru V ate O n the 6th day after indu ction of
differ e ntiatio n. On e u nit of e n zym e a ctivity c orr espo ndsto
the o xidation of ln m ol of N A D Hper min ute. T he res ults
w er e e xpre s sed a s mi 11iu nts (m U) per milligra m protein･
T he v alu e s repr es e nt the m e a n士S E Mofthre eindepe nde
-
nt c ultu resin duplic ates. *, P < 0. 1.
SU 割と ピグ ア ナ イ ド剤 の 脂肪細胞分化 へ の 影響
SU 剤の 血 糖降下作用機序 と して 膵β細胞 か ら の イ ン ス リ ン
分泌を 介す る作用の み な らず , イ ン ス リ ン 標的臓器に 働きイ ン
スリ ン 作用を増強す る い わ ゆ る膵外作用も存在する こ とが 知 ら
れてい る
16)
. 脂 肪細胞 へ の 直接的 な作用 に 関 して も こ れ ま で
種々 の 検討が な され て い る . すなわ ち ヒ ト
17)お よび ob/ob マ ウ
ス
8ー) の 単離脂肪細胞 を用 い た 実験系 よ り SU 剤は イ ン ス リ ン の
存在下で脂肪生成 に 促進的に 働く こ と が 示 され て い る . さ らに
S U剤は脂肪分解抑制作用 をも有する こ とが 示 さ れ て お り1g} ,
その 磯序と して 脂肪酸酸化に 抑制的に 作 用 す る こ と28)21), ラ ッ
ト遊離脂肪細胞 の 膜分画の 低 Km cA M Pを 括性化す る こ と23)
等が報告 され て い る . 今回 の 検討 で , 3 T 3- Ll 細胞 の 分化過程
におい て S U剤 はイ ン ス リ ン の 存在下で容量依存性 に 脂肪細胞
-こおける脂肪蓄積を促進する こ とが わ か っ た . さ らに SU 剤 は
細胞内中性脂肪 の 専横と と もに 容量依存性に G P D H活性を増
大させ , G P D Hm R N Aの 発現も刺激 して い た こ と よ り こ れ ら
の 変化ほ脂肪細胞 へ の 分化の 初期に遺伝 子発現調節の 段階で起
こ っ てい る もの と思わ れ た . M i11er ら24)ほ 3 T 3-Ll細胞に お い
て グリ ブ ライ ド(glyburide) がイ ン ス リ ソ 存在下 で の み G P DH
活性を増加 させ る こ と よ り本剤が脂肪細胞の 分化 に お ける イ ン
ス リ ン の 作用 を 増強 しう る こ とを 報告 して い る . 今回 著者は ト
ル ブタ ミ ド, グ リベ ン ク ラ ミ ドに お い て も同様 の 成績を得 て お
り, 3T3-Ll 細胞 に おけ る脂肪合成促進作用 ほ S U剤全般に 認
められ る性質 と考え られ る .
脂肪細胞 の 分化 の 指標 と して 活性 を 測定 し た G P D H ほ
D H AP と N A D Hを基質 と して G-3-P と N A D が生成され る過
程を触媒す る酵素である . すな わ ち解糖系と グ リ セ ロ ー ル 合成
系の分岐点 に 位置 し, 中性脂肪合成 の 最初の ス テ ッ プ に 位置す
る重要な酵素である . そ の 特 異活性 は脂肪細胞 の 分化過程 で
5000倍以上 に 上 昇 し, 脂肪細胞の 分化 , 中性脂肪合成 の 敏感か
つ正確な指標 と な りう る こ と が 報告 され て い る25 卜 2T). さ ら に
Spiegelm a nら
14)は 3T 3脂肪細胞 の 分化 の 過程に お い て G P D H
mR N Aの 発現が200倍以上 に 増大 し , 分化誘導 3 日 目で そ の 発
現レ ベ ル は最 大 と な る こ と を 報告 して い る . 今 回 の 検 討 で
G PD HmR N Aの 発現が G P D Hの 酵素活性の 増大に 先立 っ て 認
められ , 酵素活性 が最大 とな る2 日前 に すで に プ ラ ト ー に 達 し
て い た こ と よ り , S U 剤 に よ る G P D Hの 誘 導 は G P D H
mR N Aの 発現 , すなわ ち遺伝子発現調節 の 段 階で 生 じて い る
ことが わか っ た . こ れ らの 結果よ り S U剤は 3 T3-Ll細胞の 分
化およ び脂肪合成 を促進す る こ と , また そ の 作用は 分化過程の
極めて早期よ り認 め られ る こ と が示 され た .
と こ ろ で ト ル ブ タ ミ ド, グリ ベ ン ク ラ ミ ドは と もに 脂肪生成
を促進 した 濃度で培地中の ブ ドウ糖の 消費と P K活性を増大さ
せてお り , 細胞 へ の 糖の 取 り込み , 解糖系を促進 して い る こ と
が示唆された ∴細胞内 で の 糖代謝の 第 一 歩は膜 に おけ る糖輸送
シ ス テ ム で あり , S U剤 は脂肪細胞 に お い て イ ン ス リ ン の 糖輸
送担体 へ の 作用を 増強する こ と よ り , 糖取 り込み を促進する こ
とが報告 されて い る28 ト 30)
. 糖の 細胞内 へ の 取 り込み が増す と解
糖は必然的に先進する が , S U剤の 解糖系 へ の 直接的な作用 と
して ラ ッ ト肝 に お い て解 糖系 の 律速酵素である ホ ス ホ フ ル ク ト
キナ ー ゼ ー Ⅰ (phosphofru CtOkin as e-1) の 強力な活性化国子 で
ある フル ク ト ス ー2, 6エ リ ソ 酸(fr u cto s e-2,6-bisphosphate)を
上昇させ うる こ とユ1), ま た脂 肪細胞に お い て イ ン ス リ ソ の 存在
下で IIc で 標識 した ブ ドウ糖か ら 二酸化炭素 へ の 1 4c の 取 り込
みを促進する こ と17}18)が 報告 されて い る . 今回 の 実 験で 活性の
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上昇 が認め られ た P Kに よ っ て 触媒 され る反応 は へ キ ソキ ナ ー
ゼ (he xokin as e)お よび グル コ キ ナ ー ゼ (glu c okin a s e), ホ ス ホ フ
ル ク ト キナ ー ゼ (phosphofru ctokin as e) に よ る反応 と と も に 生
理 的 に は 非可逆 で ある とみ な され て お り, 酵素活性の 上昇ほ解
糖系 の 促進を反映 し て い る も の と考 え ら れ る . Alta n ら32) ほ
ラ ッ ト単離脂肪細胞に お い て イ ン ス リ ン に よ る グリ コ ー ゲ ソ 合
成酵素活性化作用を グリ ブライ ドが 培地 の ブ ドウ糖濃度依存性
に 増強す る こ とを 報告 して い る . そ の 磯序 と して 彼 らは糖取 り
込み と糖利用の 克進に 基づ く細胞内 グ ル コ ー ス 心 リ ン 酸濃度
の 上 昇 に よる合成酵素リ ソ 酸化酵素の 容量依存性ア ロ ス テ リ ッ
ク な悟性化を推測 して い る . 今回の SU 剤 に よ る グ リ セ ロ ー ル
合成系 の 促進に も同様な磯風 すな わ ち解糖系の 促進に よ り細
胞内D H A Pレ ベ ル が上 昇 し, 基質依存性 に GPD H が誘導され た
こ とが 関与 して い る こ ともひ と つ の 可能性 と して 考 え られ る .
一 方 ビ グア ナ イ ド剤の 作用機序と して こ れ ま で 肝に お け る糖
新生 の 抑制 瑚 , 軋 筋に おけ る グリ コ ー ゲ ソ 合成の 増 肘5)36),
イ ン ス リ ン の 受容体 へ の 親和性 の 増加34)3T)38), イ ン ス リ ン の 受容
体自己燐酸化と蛋白チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ 活性 の 増大33Ia9) , 糖 輸送
担体の 細胞内小胞体か ら形質膜 へ の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ソ の 促
進40), イ ン ス リ ン 非依存性の 糖取 り込み の 増肘1 勅 , 腸管に お け
る糖輸送の 抑制"朋刃 等が 報告 され て い る . しか しな が ら本剤が
脂肪細胞の 糖代謝に 与え る影響 に 関 してほ あま り検討され て お
らず不 明 な点が 多い . 今回 著者は ビグ ア ナ イ ド剤 の ひ と つ で あ
る ブ フ ォ ル ミ ソ が 培養脂肪細胞 の脂肪書取 こ与え る影響 を初め
て 検討 した ･ ブ フ ォ ル ミ ソ ほ単独で ほ脂肪細胸の 糖取り込み ほ
促進するもの の , 細胞内中性脂肪の 蓄積, G P D H活性に 有意な
影響を及ぼ さな か っ た . しか し本剤ほ 少く とも S U剤の よ う な
脂肪細胞分化促進作用 を有さ ない と考 え られ る . 今回 の 検討で
さ らに 興味深い 点は , ブ フ ォ ル ミ ン が S U割に よ る脂肪蓄積促
進な らび に G P D H活性刺激作用 を抑制 した こ とに ある . そ の
機序 ほ 今回 の結 果の み か ら ほ 明 らか では な い が , 培地中の ブ ド
ウ糖 の 消費乱 P K括性が ブ フ ォ ル ミ ソ の 併用 に よ り S U剤単
独群 に 比 し抑制 を受け て い る こ と よ り , 細胞 の 糖取り込み の 抑
制と解糖系の 抑制 に よ り GP D Hの 基質依存性の 誘導過程が抑
制さ れ た こ と も可能性の 一 つ と して あげ られ る . しか しな が ら
今回 用 い た ブフ ォ ル ミ ン の 濃度が生 理 的な範 囲に ある こ と , ブ
フ ォ ル ミ ン の 添加 に よ り細胞の 生存度に 変化が認め られ な か っ
た こ と , 細胞の 蛋白量に 変化を及 ぼ さ なか っ た こ と , G P D H活
性の 経時的変化 に 示 され る ごと く S U剤単独に 比 し遅れ るも の
の 十 分な分化が認 め られ た こ と等よ り, ブ フ ォ ル ミ ソ の 毒性 に
よ る酵素活性の 抑制と は 考え 難い .
Clarke ら
2)3)ほ コ ン ト ロ ー ル 不良の 肥 満 , 非肥 満 NID DM 患者
各々 に 対 して ク ロ ル プ ロ パ ミ ドと メ ト フ ォ ル ミ ン を12 か月間投
与 し, と もに 同程度の 良好な血 糖降下が認め られ に もか かわ ら
ず , ク ロ ル プ ロ パ ミ ド投与で は肥 満群で + 5.2kg, 非肥 満群 で
+ 4.6kg の 体重増加を認め , メ トフ ォ ル ミ ン 投与で ほ 逆に 肥満
群 で - 1 .2kg, 非肥満群で - 1.5kg の 体重減少効果 が認 め られ
こ とを 報告 して い る . 同様に Joseph kutty ら4)は 高齢糖尿病患
者に い レブ タ ミ ドあるい は メ ト フ ォ ル ミ ン を 3 か月間投与 し,
ト′しブ タ ミ ド投与群 で ほ + 1.6kg の 体重増加 を , メ ト フ ォ ル ミ
ン 投与群で は - 2.Okg の 体重減少が認め られ こ と を報告 して お
り , ま た Dorn an ら
5)は NID D M患者に メ トフ ォ ル ミ ン を 8 か月
間投与 し少 なくとも体重を増加 させ る こ となく良好な 血糖 コ ン




は NI D D M患者に メ トフ ォ ル ミ ソ を 3 か月間投与
し, 肥満 NID D M患者 で ほ 平均 5 kg の 体重減少 と と もに グ ル
コ ー ス ク ラ ソ プ法 で評価 した全身 の 糖取り込み の 増加を認め た
こ とを 報告 して い る . S U剤 に よ る 体重増加作用は今 回 示 し た
S U剤が細胞 レ ベ ル で 脂肪蓄積を促進 して い る と い う事実 で説
明され る 可能性が考 え られ る . また ピグ ア ナ イ ド割 に よ る体重
減少作用に ほ 腸管 か ら の 糖吸収を抑制する こ と , 血 中イ ン ス リ
ソ 濃度を 低下 させ る こ と , 満腹中枢に 直接作用す る こ と 等が 関
与 して い る こ とも示唆 さ れ て い る嘲 が , 今 回 示 した ご とく ブ
フ ォ ル ミ ソ 単独で は少くとも S U剤の よ うな脂肪細胞分化促進
作用を有 さな い と い う事実も ー 部関与 して い るか も しれ な い .
さ らに 今回認 め られ た S U剤の 脂肪蓄積促進 な ら び に G P D H
活性刺激作用 の ブ フ ォ ル ミ ソ に よ る抑制作 用 が 生体内でも認め
られ ると すれ ば, S U剤と ピ グ ア ナ イ ド剤を 積極的に 併用 す る
意義もあろう. 今後 , 臨床的な側面か らも S U剤 と ビ グ ア ナ イ
ド剤の 併 用 に 関 して検討す る価値 があるもの と 思わ れ る .
結 論
マ ウ ス 線維芽細胞由来 の 培養 3 T 3-Ll前脂肪細胞 を 用 い て
S U剤, ピグ ア ナ イ ド剥が脂肪蓄積忙 与え る影響を検討 し, 以
下の 結論を得 た .
1 . 3 T 3-Ll細胞 の 分化過程 に お い て S U剤 は明 らか な 脂肪
蓄積促進な らび に G P D H活性刺激作用を 示 した .
2 . S U剤ほ GP D Hの 誘導を 遺伝子発現調節の 段階 で 刺激 し
て い た .
3 . ピ グ ア ナ イ ド剤は単独 で ほ 脂肪蓄頑な ら び に G P D H活
性に 対 し有意の 刺激ある い ほ 抑制作用 を示 さな か っ た .
4 . ピ グ ア ナ イ ド 剤 ほ S U 剤 の 脂肪蓄積促進 な ら び に
G P D H活性刺激作用 を 著明に 抑制 した .
5 . S U剤 , ピグ ア ナ イ ド剤 ほ単独 t 併用 い ずれ に お い て も
細胞の 蛋白 レ ベ ル に は 影響を 与え な か っ た .
6 . S U剤, ピグ ア ナ イ ド剋 ほ各 々 単独で 脂肪細胞 の 糖取 り
込み を促進 した .
7 . S U剤は P K活性刺激作用 を示 した の に 対 し, ピ グア ナ
イ ド剤は 単独で は P Kに 有意 の 影響 を与 えず , S U剤 に よ る
P K活性刺激作用を抑制 した .
8 . 以上 の 結 果は , S U剤 が 3 T 3-Ll細胞 の 分化お よび 脂肪合
成を分化過程 の 早期 よ り促進す る こ と を示 唆す る . また , ピグ
ア ナ イ ド剤 は単独で は こ の ような 作用を示 さな い が , SU 剤 の
脂肪蓄積促進作用を抑制 し得 る可 能性を示 唆す る .
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Key w ords sulfbnylure a,bigu anide, adipogene sis, 3T3-L Icell, glyc er ol-3-phosphatedehydr ogenase
r
me o r al hypoglyce mic s ulfonylure as age nts ar eknown to c a use weight gain･ Where as otherbigu anides age nts･do not
hav e su ch eff bcts and oftenpro m ote w eight10SSin n o n-ins ulin-depende ntdiabeticpatients･ 7b study theinflue nces ofsul_
fo nylure a s andbigua nides o n adipogen esi ･ thedirect e飴 cts of these age nts on lipogenic activltyin3T3- L ladipocytes were
inve stigatedr Co nflue n t3 T3-L Ipreadipocytes wereinduced todiffere ntiate by tr eatment with dex a m ethas on e･is obutyl-
m ehylx anthine andins ulin for2 days, a nd, atthe tim e of induction, V ario us c o nc entr atio ns oftolbut amide, glibenclamide
and/orbuformin w e r eals o ad ded･ Lipid acc um ulation a ss es s ed by Oil Red O staining wa s m arkedlyin cre asedin the sul_
fo nylur eas-tr e atedcells as c o mpared withc o ntr oladipocytes, a nd itsincrease w asminim al in the cellstreated in co mbination
Withsulfonylur e aS and bufbr min･ T he difftrendation-pr Om Otlng ef触ts ofs ulfbnylureas w ere o nlyse enin thepresenceof
insulin･
r
me C ellular triglyceri de contents sho w eda2･3- and2･6-fbld increasein the c ellstreated with 1m M tolbutamideand
lOpMglibenclamide,r eSPeCtively, aS C O mpar ed withc ontr oIcells･ Whereasno signi丘c an t Change W aSObse rv ed in thel叫
M bufbr min -tr e at edce11s･ Bufo rmin suppressed the tolbut amideq andglibe nclamide-induc ed increase of血glyceri de co ntents
by54% and 30 %,r e SpeCtively･ Glycerol-3-phosphatedehydroge n ase(GP D H)activity, thediferentiatio n m arker of3T3_Ll
adipocytes･ W aSdetermin ed by theinitialrate ofNA D Ho xidatio nin the c on versio n ofdihydro xyaceto n ephosphatetoglyc-
eroト3-Phosphate･ It wa s also stim ulated withtolbut amide andglibe ncla midein adose-dependent m arm er, a nd thehighest
e nzym eactivities w er obse rv ed atthe c o nc entr atio ns of500FLM tolbut amide and5 0FLM glibencl amide･ On the 6thday, the
e xpression of GP DH activitiesin creased 3･5-fbldwithtolbuta mide and 3･7-fbld withglibenclamide as c o mpar ed with the
C Onb･01･ The tim e cours e of the dev elopm ent ofGP D HactivltySho w edthat sulfonylure as n ot onlyin cre as ed the expression
Of GP D Hactl V lty, but also accelerated theindu ction pro c es s･ T be stim ulatory eff ects oftolbut amide and glibenclamide on
GPD liactivity w er einhibited wi thbufo m in by 75 %and 61%, re SPeCtively, Wher e asbufbr min alo ne hadlittle e飴ct on
GP DH activity･ Northe rnblot an alysis with01igo nu cleotide cDN Apr obeto m o u s eGP D Hgene sho w ed thatsulfo nylu
･
eas
in creased the GP D Hm RN Aacc u m ulation slgni 丘c antlyin the c ourse ofadipocytedi蝕remiation, and buformin suppressed
the sulfonyh∬eaS-indu ced in cre ase of GP D HmR N A･ In c o n clusion , Sulfonylure as stimulated thelipogenic acdvlty Of 3T3･
Lladipo cytesduring the difFerentiationpr ocess･ Buformin alo nehad little efftct onthe proc ess, but had a signincant
inhibitory efftc o nthe stim ulation oflipogen esi by sulfo nylure as･ T hese results suggesthat,in clinic al situations,
bigu anides m ay addso m ebenencial efftc to the treat m ent of diabetic patientsalready prescri bed wi ths ulfo nylureas,by
reducingltS adipogenic potential.
